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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<|j) Hamostaseaktivierungs-lnhibitor und Verfahren zum Hemmen der Hamostaseaktivierung in Biut oder anderen 
biologischen Flussigkeiten 

@ Die Erfindung betrifft die Verwendung einer mindestens 
eine Guanidinogruppe der Formel -NH-C(NH 2 )«=NH oder 
eines Derivats davon enthaitenden Verbindung a Is Hamosta- 
seaktivierungs-lnhibitor. Aufgrund der Wirkung des Hamo- 
staseaktivierungs-lnhibitors als Antikoagulans, Antifibrinoly- 
tikum, Antiinflammans und/oder kompetitiver Serinprotea- 
seninhibitor wird das Hamostasesystem unterbrochen. Ins- 
besondere eignen sich zu diesem Zweck die Verbindungen 
Guanidinocarbonsaure (wie Guanidinoessigsaure oder Argi- 
nin) und Guanidin. Die Erfindung beschreibt weiterhin ein 
V rfahren zum Hemmen der Hamostaseaktivierung im Biut 
oder anderen Flussigkeiten, wobei eine als Hamostaseakti- 
vierungs-lnhibitor verwendete Verbindung in Mengen zu 
Biut oder Plasma zugegeben wird, daS Konzentrationen im 
Bereich von 1 bis 200 mMol/l erhalten werden. Die als 
Ha mostaseaktivie rungs- Inhibitor erfindungsgemaS verwen- 
deten Verbindungen konnen 2um Behandeln von Ham sta- 
sestdrungen eingesetzt werden. 



0> 



LU 

D 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 05 97 702 028/17 



11/24 



DE 195 49 118 Al 



Beschr ibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Guanidinogruppen-enthaltenden Verbindung oder eines Deri- 
vats davon als Hamostaseaktivierungs-Inhibitor, ein Verfahren zum Hemmen der Hamostaseaktivierung im Blut 
5 oder anderen biologischen Flussigkeiten sowie die Verwendung einer Guanidinogruppenenthaltenden Verbin- 
dung zum Behandeln pathologischer Hamostaseaktivierung, wie Verbrauchskoagulopathie. 

Die Hamostase ist das System, welches die FlieBbarkeit des Blutes reguliert. Sie ist gekoppelt mit Immunant- 
wort und Entzundung. Stdrungen der Hamostase gehen einher mit Fehlregulationen des enzymatischen Gerin- 
nungs- und/oder Fibrinolyse-Systems. Diese Storungen sind oft lebensbedrohlich. 
io Bei der Gewinnung und Vorbereitung von Blutproben fur die Diagnose, im besonderen fur die Diagnose von 
Gerinnungsstorungen und Hamostaseaktiviemng, ist zu beachten, daB es nicht in vitro zur Gerinnungsaktivitat 
kommt, welche das MeBergebnis verf alschen wurde. Wichtige diagnostische und therapeutische Entscheidungen 
werden auf der Basis der mit diesen Proben erzielten Ergebnisse getroffen. Die Art des verwendeten Hamosta- 
seaktivierangs-Inhibitors, der als Antikoagulans und/oder Antifibrinolytikum wirkt, ist von auBerster Wichtig- 
15 keit,daerEinfluBauf das Analysenergebnis nimmt 

Das herkommlich verwendete Citrat-Blut (Trinatriumcitrat in einer Konzentration von 0,11 mol/1 in H2O im 
Verhaltnis von 1 Teil Citrat zu 9 Teilen Blut) antagonisiert nicht ausreichend die Kontaktphase der Hamostase. 
Es kommt trotz Calciumkomplexierung zu geringer Prothrombin- oder Plasminogen-Aktivierung. Die entste- 
hende Thrombin- oder Plasmin-Aktivitat ist als in vitro Artefakt anzusehen und verfalscht im besonderen die 
20 MeBergebnisse der hochsensitiven Hamostaseteste (wie z. B. der Nachweis von ldslichem Fibrin oder von 
Thrombin-Antithrombin III (TAT)- oder Plasmin-Antiplasmin (PAP)-Komplexen). Besondere Schwierigkeiten 
ergeben sich bei der Untersuchung von eingefrorenen Proben, da das Kontaktsystem der Hamostase bei 
Temperaturen zwischen 0° C und 15° C aktiviert wird. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen Hamostaseaktivierungs-Inhibitor bereitzustellen, 
25 der die Diagnose und Therapie von Hamostasestorungen, wie einer pathologisch erhohten Hamostaseaktivie- 
rung, erlaubt und die NachteUe von Citrat uberwindeL 

Die Aufgabe wird durch die Verwendung einer mindestens eine Guanidinogruppe der Formel — NH— 
CXNH2) = NH oder eines Derivats davon enthaltenden Verbindung als Hamostaseaktivienings-Inhibitor geldst 
Als Derivate kommen Substitutionen am Stickstoffatom der Guanidinogruppe in Frage. So kann das Wasser- 
30 stoffatom beispielsweise durch eine Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, wie eine Methylgruppe, substi- 
tuiert werden. 

Der Ausdruck HHamostaseaktivierungs-Irihibitor" bedeutet, wie er hierin verwendet wird, daB das Blutgerin- 
nungs- und Fibrinolyse-System an mindestens einer Stelle unterbrochen wird, d. h. keine Aktivierung oder nur 
eine geringfugige Aktivierung der Hamostase stattfindet Die erfindungsgemaBen Hamostaseaktivierungs-Inhi- 

35 bitoren wirken anti-koagulierend, anti-fibrinolytisch und/oder als kompetitive Serinproteaseninhibitoren, Insbe- 
sondere bindet der Serin-, Histidm- oder Asparaginsaurerest im aktiven Zentrum der Serinproteasen, zu denen 
verschiedene Hamostaseenzyme gehdren, bestimmte Aminosaureseitenketten, vor allem von basischen Amino- 
sauren des Substratpolypeptids, und das Polypeptid wird an der entsprechenden Stelle geschnitten. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen ahneln den mit dem aktiven Zentrum der Serinproteasen 

40 interagierenden Gruppen und konkurrieren mit diesen urn die Bindung am aktiven Zentrum, werden jedoch 
nicht umgesetzt. 

Insbesondere kann Guanidinocarbonsaure, wie Guanidinoessigsaure, vorzugsweise mit Glycin oder Natrium- 
hydrogencarbonat auf pH 7 bis 1 1, vorzugsweise 8 bis 10, gepuffert, oder Guanidin verwendet werden. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist, ein Verfahren bereitzustellen, durch welches eine 
45 Hamostaseaktivierung im Blut oder anderen biologischen Flussigkeiten verhindert werden kann. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren, in dem der vorstehend erwahnte Hamostaseaktivierungs-Inhi- 
bitor in Mengen zu Blut oder Plasma zugegeben wird, daB Konzentrationen im Bereich von 1 bis 200 mmol/1, 
vorzugsweise 5 bis 150 mmol/I erhalten werden. 

Dabei hat es sich bewahrt, den Hamostaseaktivierungs-Inhibitor in einer Menge vorzulegen, daB ein Mi- 
50 schungsverhaltnis von 1 : 2 bis 1 : 20, vorzugsweise 1 : 5 bis 1 : 10, mit Blut eine Plasmakonzentration von 100 bis 
136 mmol/1 (bei einem Hamatokrit von 35 bis 55%) ergibt Besonders bevorzugt ist es, 685 mmol/1 Hamostaseak- 
tivierungs-lnhibitor, wie z. B. Arginin (pH SJ5) bei einem Mischungsverhaltnis von 1 : 10 oder 367 mmol/1 Hamo- 
staseaktivierungs-Inhibitor bei einem Mischungsverhaltnis von 1 : 5 in einem Blutentnahmebehalter vorzulegen, 
wenn man einen Hamatokrit von 35 bis 55% berucksichtigt. 
55 Besonders gute Ergebnisse werden erzielt, wenn der Hamostaseaktivierungs-Inhibitor in Kombination mit 
Calciumkomplexbildnern, vorzugsweise EDTA, eingesetzt wird. 

Der Hamostaseaktivierungs-Inhibitor fur die Behandlung von Blut oder Plasma sollte einen basischen pH- 
Wert, vorzugsweise im Bereich von pH 7,4 bis 9, besonders bevorzugt pH 8,5 bis 83, aufweisen. Beim diagnosti- 
schen Nachweisverf ahren konnen auch noch alkalischere pH-Werte (bis zu pH 1 1) angewendet werden. 
60 Das durch das erfindungsgemaBe Verfahren behandelte Blut oder Plasma eignet sich fur die Diagnose, 
insbesondere fur die Diagnose von Hamostasestorungen, wie pathologischer Hamostaseaktivierung. 

Der erfindungsgemafie Hamostaseaktivierungs-Inhibitor kann auch fur die Transfusion und/oder zum Behan- 
deln von pathologischer Hamostaseaktivierung, wie die Verbrauchskoagulopathie oder die disseminierte, intra- 
vasale Gerinnung, verwendet werden, da die erfindungsgemaBen Plasmakonzentrationen beispielsweise von 
65 Arginin leicht auch therapeutisch erreicht werden konnen. Insbesondere wird erfindungsgemaB Arginin mit 
einem physiologischen pH-Wert von 7,4 verwendet 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert 
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Beispiel 1 

Anticoagulation durch Arginin oder Guanidinium 

1000 ul Proben menschlichen Citrat-Blutes wurden steigenden Konzentrationen an Argininhydrochlorid oder 
Guanidiniumcarbonat (pH 8,5) ausgesetzt 25 ul 1000 mmol/1 Cacl 2 wurden hinzugefugt und die Gesamtblutger- 
innungszeit bei Raumtemperatur bestimmt 

Ergebnis 



Ant ikoagulanskonzent r at ion 
(ramol/1 Plasma] 


Ger innungs zeit 


Argininzusatz 


Guanidiniumzusatz 


0 


4 Minuten 22 Sekunden 


4 Minuten 


22 


Sekunden 


2,5 


4 Minuten 56 Sekunden 


4 Minuten 


59 


Sekunden 


25 


9 Kinuten 26 Sekunden 


9 Minuten 


47 


Sekunden 


50 


13 Minuten 19 Sekunden 


14 Minuten 


08 


Sekunden 


100 


106 Minuten 38 Sekunden 


113 Minuten 


42 


Sekunden 


150 


ungerinnbar 


ungerinnbar 






200 


unger i nnbar 


ungerinnbar 







Arginin- oder Guanidinium in Blut fuhrt zu einer signifikanten Verlangerung der Gerinnungszeit Konzentra- 
tionen uber 100 mmol/1 hemmen die Gerinnung vollstandig. 

Beispiel 2 

Anticoagulation der Kontaktphase der Hamostase bei Einfrieren/Auftauen 

1000 ul Proben von gepooltem normalem Citratplasma, welches steigende Konzentrationen an Arginin oder 
Guanidiniumcarbonat (pH 9) enthalt, wurden bei -20°C eingefroren und anscblieBend bei 37° C im Wasserbad 
wiederaufgetaut Die Proben wurden auf deren Gehalt an loslichem Fibrin getestet (®Coaset FM, Kabi Vitrum, 
MolndaL Schweden). 

Ergebnis 



Antikoagulanskonzentration 
[mmol/1 Plasma] 


Losliches Fibrin [pg/ ml] 


Arglninzusatz 


Guanidlniumzusatz 


0 


34,2 


34,2 


2,5 


28,1 


27,3 


25 


21,6 


20,2 


50 


12,3 


11,4 


100 


2,8 


2,2 


150 


1/3 


1,4 


200 


1,2 


1/3 



Einfrieren/Auftauen von herkommlichem Plasma induziert Fibrinbildung, da das Kontaktsystem der Blutger- 
innung aktiviert wird. Der erfindungsgemafie Hamostaseaktivienings-Inhibitor verhindert dies in Konzentratio- 
nen > 100 mmol/L Bereits Konzentrationen unter 50 mmol/1 reduzieren die Fibrinbildung um mehr als 50%. 

Beispiel 3 

Diagnostik von Aktivierungsmarkern der Hamostas 
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Blut von n = 23 gesunden Blutspendern wurde 

a) in herkommlichen Citratrohrchen (ein Teil 0,1 1 mol/1 Trinatriumcitrat zu 9 Teilen Blut) 

b) in Arginin-EDTA Rohrchen (ein Teil 0,685 mol/1 Arginin, pH 8J5, zu 9 Teilen Blut, 1,5 mg/ml EDTA) 

auf genommen, 1 5 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert und 
l.sofort 

Z nach 3 Stunden bei Raumtemperatur 
3. nach Einfrieren und Wiederauftauen 

auf die plasmatische Konzentration an Thrombin- Anti thrombin III (TAT)-Komplexen (Behringwerke, Marburg, 
Deutschland), Idslichem Fibrin [LF] (Kabi, Molndal, SchwedenX a2-Makroglobulinkomplexiertes Thrombin und 
a2-Makroglobulin-kompIexiertes Plasmin untersucht Dazu wurden 50 uJ Plasma, 50 |xl Thrombinstandard (0,01 
NIH-Einheiten (10 mUyml in 150 ramol Tris, 120 mmol/1 Arginin, 0,1% Triton X 100®, pH 8,0), 50 jtl Plasminstan- 
dard (0,001 CTA-Einheiten (1 mU)/ml in 150 mmol Tris, 120 mmol/1 Arginin, 0,1% Triton X 100®, pH 8,0) mit 
100 u.1 75 mmol/1 Tris, 0,1 % Triton X 1 00®, 600 mmol/1 KCI, 1 50 mmol/1 Arginin, pH 8.0, enthaltend 

a) 1,5 mmol/1 chromogenes Substrat fur Thrombin HD— Phe— Pip— Arg— pNA 

b) 1,5 mmol/1 chromogenes Substrat fur Plasmin HD— Val— Leu— Lys— pNA 

35 Minuten bei 45° C (Erhitzungsblock fur Mikrotiterplatten, Organon, Turnhout, Belgien) inkubiert Darauf- 
hin wurde die speziflsche Extinktionsanderung bei 405 nm (und gegebenenfalls ein Trubungsausgleich bei 
490 nm) bestimmt. Als Nullwert diente die Messung nach 5 Minuten Inkubation. Standardisiert wurde durch den 
mitgefuhrten reinen Enzymwert Alternativ dazu kann das Substrat-Reagenz in 50 ui 2 x konzentriert und 
zusatzlich 50 ui 40 mmol/1 Chloramin T* zugesetzt oder 600 mmol/1 KCI, 150 mmol/1 Arginin, pH 8, beispielswei- 
se durch 300 mmol/1 eines Guanidinogrupp en- tragenden Hamostaseaktivierungs-Inhibitors, pH 7 bis 11, vor- 
zugsweise pH 8 bis 10, ersetzt werden. Vorteilhaft ist ein Reaktionsgemisch-Reagenz aus Hamostaseaktivie- 
rungs-Inhibitor und Singulett-Sauerstoff-Erzeuger. 

Ergebnis 
Citrat-PIasma 





TAT 


LF 


a2M-IIa 


a2M-Pli 




[ng/ml] 


[/ig/ml) 


mU/ml 


mU/ml 


1. 


4,1 ± 2, 


7 


2,5 ± 1, 


9 


3,7 ± 2,3 


13,0 ± 4,0 


2. 


6,8 ± 3, 


9 


5,9 ± 3, 


3 


2,3 ± 1,5 


19,5 ± 7,3 


3. 


20,5 ± 13, 


1 


34,2 ± 11, 


4 


15,5 ± 11,0 


29, O ± 11,6 


Guanidino-Plasma 




TAT 


LF 


a2M-lla 


a2M-Pli 




[ng/ml] 


[pg/ml] 


mU/ml 


mU/ml 


1. 


2,1 ± 1,1 


l. 


5 ± 1,0 


3,1 ± 1,5 


2 


,6 ± 0,6 


2. 


2,3 ± 1,4 


1, 


6 ± 1,2 


2,5 ± 1,4 


2 


,5 ± 0,5 


3. 


2,5 ± 1,3 


1, 


B ± 1,4 


2,5 ± 1,4 


2 


,7 ± 0,6 



Man erkennt, daB Citrat ein ungenugendes Antikoagulans und Antifibrinolytikum ist Sowohl Gerinnung als 
auch nbrinolyse konnen noch aktiviert werden. Bereits wenige Stunden Inkubation bei Raumtemperatur fuhren 
zu artifiziell veranderten MeBwertenu 

Besonders schlecht ist die anti-hamostaseaktivierende Wirkung bei Einfrieren/ Auftauen der Proben. Im 
Gegensatz dazu erweist sich der erfindungsgemaBe Hamostaseaktivierungs-Inhibitor als sehr geeignet, um auch 
nach mehrstundiger Inkubation der Blutprobe oder nach Einfrieren/Auftauen verlaBlich Werte zu erhalten. 
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Beispiel 4 

Stabiiitat der Leukozyten 

a) in Abhangigkeit der Hamostaseaktivierungs-Inhibitor-Konzentration 5 

1000 pi Proben von 1. EDTA-Blut und 2. Citrat-Blut wurden mit ansteigenden Konzentrationen an a) Guanidi- 
niumcarbonat, pH 9, oder b) Argininhydrochlorid, pH 9, versehen. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 
Raumteraperatur wurden die BlutzeUen automatisch gezahlt 

10 

Ergebnis 



Anti KnaguiaiiS" 
konzentration 
im Plasma 
[romol/1] 


EDTA-Blut; 


Citrat-Blut 


PMN wiederge— 
f unden f % ] 


PMN wiederge— 
f unden. f %] 


0 


a) 100 b) 100 


a) 100 b) 100 


1 


a) 100 b) 100 


a) 100 b) 100 


5 


a) 100 b) 10O 


a) 100 b) 100 


25 


a) 100 b) 100 


a) 97 b) 98 


50 


a) 100 b) 100 


a) 94 b) 95 


lOO 


a) 100 b) 100 


a) 81 b) 84 


150 


a) 95 b) 96 


a) 52 b) 56 


175 


a) 92 b) 94 


a) 29 b) 33 


200 


a) 47 b) 51 


a) 6b) 8 



15 



30 



35 



Polymorphkernige neutrophil Granulozyten (PMN) sind stabil bei Hamostaseaktivierungs-Inhibitor-Kon- 
zentrationen bis zu etwa 150 mmol/l in EDTA-Blut und bis zu etwa 75 mmol/l in Citrat-Blut Oberraschender- 40 
weise erweist sich EDTA-Blut gegenuber dem fur Geriimungsuntersuchungen sonst Qblichen Citrat-Blut als 
uberlegen mit Hinsicht auf eine Kombination mit einem kbmpetitiven Hamostaseaktivierungs -Inhibitor. 
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b) Leukozyten-Stabilitat in Abhangigkeit des pH-Wertes 

1000 ul Proben von Citrat-Blut wurden mit 100 mmol/l a) Guanidiniumcarbonat oder b) Argininhydrochlorid 
unterschiedlichen pH-Wertes supplementiert Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur 
wurden die BlutzeUen automatisch gezahlt 

Ergebnis 50 



pH Wert 


PMN 

[% wi edergef unden ] 


Thrombozyten/Iiymphozyten 
[% wiedergef unden] 


7.0 


a) 100 


b) 100 


a) 100 


b) 100 


8.0 


a) 100 


b) 100 


a) 100 


b) 100 


8.5 


a) 100 


b) 100 


a) 100 


b) 100 


9.0 


a) 93 


b) 94 


a) 95 


b) 97 


10.0 


a) 62 


b) 67 


a) 88 


b) 91 


10.5 


a) 39 


b) 42 


a) 83 


b) 84 


11.0 


a) 13 


b) 18 


a) 80 


b) 82 
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Thrombozyten und Lymphozyten sind r lativ resist nt gegenuber den hier untersuchten pH-AnderungeiL 
Neutrophile Granulozyten sind bis zu einem pH-Wert des Hamostaseaktmerungs-lnhibitors von 8,5 stabil, pH 9 
erzeugt ein n etwa 7%-igen Verlust an Zelien. Die vennehrte Lyse von Granulozyten muB vermieden werden, 
da deren granulare Enzyme zu einer artiftziellen Abanderung der zu messenden Hamostaseparameter fuhren 
wurden. Daher sollte der erfindungsgemaBe Hamastoseaktivierungs-Inhibitor einen pH Wert <9 haben. 

Erythrozyten sind bei Konzentrationen des Hamostaseaktivierungs-Inhibitors (Antikoagulans/Antifibrinoly- 
tikums) bis zu 150 mmol/1 Plasma stabiL Konzentrationen uber 150 ramol/1 konnen eine Hamolyse erzeugen. 

Beispiel 5 

Antifibrinolytische Wirkung von Arginin und Goanidinium 

50 ul Guanidiniumcarbonat oder Argininhydrochlorid (pH 8) ansteigender Konzentration (0-1000 ramol/1) 
wurden mit 50 ul a) 5 IU Urokinase/ml, b) 1 ug Zwei-Ketten-t-PA/ ml und 100 ug BrCN-Abbauprodukte des 
Fibrinogen, c) 1 ug Zwei-Ketten-t-PA/ml ohne t-PA-Stimulator, d) 0,1 CTA-Einheiten Plasmin/ml mit 50 ul 10 
CTA-Einheiten Plasminogen/ml in Testpuffer (100 mmol/1 Tris, 0,01% Triton X 100®, pH 8,5 und 50 pi 3 mmol 
HD— Val— Leu— Lys— pNA/ml 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert Danach wurde die Extinktionsan- 
derung bei 405 nm bestimmt, 

Ergebnis: Arginin und Guanidinium in Konzentrationen > 100 mmol/1 inhibieren die Urokinase- oder t-PA 
vermittelte Fibrinolyse vollstandig. 25 mmol/1 Hamostasteaktivierungs-Inhibitor (Antikoagulans/Antifibrinolyti- 
kum) inhibieren die Fibrinolyse zu ca. 50%. Amidolytische Plasminaktivitat wird bis zu 200 mmol/1 Arginin nicht 
inhibiert 

Beispiel 6 

EinfluB des Mischungsverhaltnisses auf Erythrocytenstabilitat 

a) 500 ul EDTA-Blut wurden mit einer 50 ul Pipette zu vorgelegten 25 ul 1400 mmol/1 Arginin, pH 8,5, 
gegeben (Mischungsverhaltnis 1 : 20). 

b) 450 ul EDTA-Blut wurden mit einer 50 ul Pipette zu vorgelegten 50 ul 685 mmol/1 Arginin, pH 8,5, 
gegeben (Mischungsverhaltnis 1 : 10). 

c) 400 ul EDTA-Blut wurden mit einer 50 ul Pipette zu vorgelegten 100 ul 367 mmol/I Arginin, pH 8,5, 
gegeben (Mischungsverhaltnis 1 :5). 

d) 250 ul EDTA-Blut wurden mit einer 50 ul Pipette zu vorgelegten 250 ul 179 mmol/1 Arginin, pH 8,5, 
gegeben (Mischungsverhaltnis 1 : 2\ 

e) 250 ul EDTA-Blut wurden mit einer 50 ul Pipette zu vorgelegten 250 ul 03% NaCl gegeben (Mischungs- 
verhaltnis 1 :2). 

Daraufhin wurde 10 Minuten bei 2000 x g abzentrifugiert, und 

a) 74 jxl Oberstand und 126 \i\ OSVo NaCl (zum Volumenausgleich) 

b) 81 ul Oberstand und 1 19 \i\ OSVo NaCl 

c) 100 ul Oberstand und 100 ul 0.9% NaCl 

d) 200 p.1 Oberstand 

e) 200 ul Oberstand 

auf eine Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion bei 405 nm bestimmt 
Ergebnis: 

a) 0,283 

b) 0^22 

c) 0331 

d) 0^42 

e) 0^47 

Man erkennt, daB auch hochkonzentrierter Hamostaseaktivierungs-Inhibitor in der Vorlage nicht zu einer 
v rstarkten Hamolyse des Blutes fuhrt Eine Hamolyse wurde von e) nach a) zunehmende Extinktionswerte 
verursachen. 

Beispiel 7 

Bestimmung der Kontaktaktivator-tnduzierten ftbrinolytisch n Aktivitat von Plasma 

50 ul a) Arginin/EDTA-antikoaguIiertes Plasma und b) Citrat- Plasma von n = 23 normalen Blutspendern 
wurde mit 50\l\ 15 mmol/1 Chloramin T® und 150 ul Testreagenz, bestehend aus 50 ug /ml Ellagsaure in 
100mmol/l Tris, 0,1% Triton X 100®, pH 8,0, 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 50 ul 3 mmol/1 
HD— Val— Leu— Lys— pNA in 2 mol/1 KC1, 10 mmol/1 Tranexamsaure, 300 mmol/1 Arginin zugegeben, bei 45° C 
inkubiert und di Extinktionsanderung/15 Minuten bei 405 nm bestimmt Als Nullwert dient eine Messung mit 



DE 195 49 118 Al 



Zusatz des chromogenen Substrat-Reagenzes sofort nach d m Testreagenz. u ■ .^jl ^ 

Ereebnis- Der Normalbereich der Kontaktphasen-aktrvierten, fibnnolytischeii Aktivitat hegt bei 100% ± 
30% (Mitteiwert ± Standardabweichung) (100% = ca. 0,100 Extinktionseinheiten/15 Minuten). Die aktivierte 
fibrinolvtische Aktivitat laBt sich nur in Arginin- oder Guanidinium-antikoagulierten Proben bestimmen. Im 
CitratPlasma komrat es zu einer unspezifischen Aktivierung der Kontaktphase der Hamostase, Prourolonase s 
wird vorzeitig d h. noch bevor das Plasma im Test eingesetzt werden kann, zu Urokinase aktrviert, und chese 
wird durch Plasminogen-Aktivator-Inhibitor inaktiviert Daraus resultiert eine falschhch erniedngte, Kon- 
taktphasen-aktivierte, fibrinolvtische Aktivitat 

Beispiel8 % to 



Antikoagulierende Wirkung von Arginin 

Bei 50 jil normalem menschlichen Citrat-Plasma, welches 0 bis 140 mrnol/1 Arginin enthalt, wurde die aktivier- 
te partielle Thromboplastinzeit (APTT) und die Thromboplastinzeit(PT) bestimmt 

Ergebnis 



PlasmaJconzenfcrafcion 
Arginin 
[mmol/1] 


APTT 


PT 




[s] 


[s] 


0 


32,5 


15,7 


1,1 


32,8 


15,8 


2,2 


33,1 


15,9 


4,4 


33,7 


16,2 


8,8 


34,5 


16,4 


17,5 


35,4 


16,6 


35 


39,2 


17,8 


70 


52,6 


21,3 


140 


131,2 


31,2 



Zunehmende Konzentrationen an Arginin im Plasma fuhren zu einer verlangerten aktivierten partiellen 
Thromboplastinzeit und Thromboplastinzeit 

Beispiel 9 

EinfluB des pH-Wertes auf die antikoagulierende Wirkung von Arginin 

50 nl normales menschliches Plasma wurden mit 50 jil einer a) 50 mmol/1 b) 100 mmol/1 Arginin-Losung in so 
aqua dest unterschiedlichen pH-Wertes (KLontrolle: 50 ui aqua dest) und 50 uJ 25 mmol/1 Cad 2 bei 37°C in 
einem Kugelkoagulometer (Amelung, Lemgo, Deutschland) mkubiert und die Gerinnungszeit doppelt bestimmt 
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Ergebnis 

Gerinnungszeit Verhaltnis ( Antikoagulans /Kontrolle) 
[s] 

Kontrolle 288 1,0 
Arginin 

a) 16,7 mmol/1 Endkonz. 

pH 7,4 390 1,4 

pH 8,0 399 1,4 

pH 8,5 525 1,8 

pH 9,0 569 2,0 

fc>) 33,3 mmol/1 Endkonz. 

PH 7,4 467 1,6 

pH 8,0 604 2,1 

pH 8,5 626 2,2 

PH 9,0 650 2,3 

Man erkennt, daB der erfindungsgemaBe Hamostaseaktivierungs -Inhibitor mit starker alkalisch werdendem 
pH das Plasma besser antikoaguliert, dafi aber auch bei pbysiologischem pH-Wert bereits eine deutliche 
antikoagulierende Wirkung von Arginin vorhanden ist (Vernal tnis = 1,4 bei 16,7 mmol/1 Endkonzentration). 

Beispiel 10 

Hamostaseaktivierungs-Inhibition bei Hamostasestorung wie bei Verbrauchkoagulopathie 

50 pi a) normales, gepooltes Citrat-PIasma und b) Plasma mit 5,7 Urokinase-inhibierenden Einheiten Plasmi- 
nogen- Aktivator-Inhibitor- 1 (PAI-l)/ml wurden mit 10 \ig loslichem Fibrin (Kabi, Moldal, Schweden) supple- 
mentiert Daraufhin wurden 8 ng aktiver Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA) zugesetzt, 15 Minuten bei 37°C 
und einem Endvolumen von 200 pi in An- und Abwesenheit von 20 mmol/1 Arginin inkubiert, und die entstande- 
ne Plasminaktivitat bestimmt, indem 50 nl 3 mmol/1 HD— Val— Leu— Lys— pNA in 2 mol/1 KG zugesetzt 
wurden und die entstehende Absorptionsanderung/15 Minuten bei 405 nm doppelt ermittelt wurde. 

Ergebnis 



ohne Argininzusatz 


mit Arglninzusatz 


delta A/ 15 Minuten 


delta A/ 15 Minuten 


a) 0,065 


0,028 


b) 0,038 


0,026 



Man erkennt* daB der erfindungsgemaBe Hamostaseaktivienings-Inhibitor die Rbrinolyseaktivierung durch 
ldsliches Fibrin auf unter 50% des Ausgangswertes zu drucken vermag. AuBerdem kommt es zu einer Neutrali- 
sierung des PAI-1 (Verhaltnis b)/a): ohne Arginin = 0,59; mit Arginin = 033), welchem pathogenetische 
Bedeutung bei der disseminierten intravasalen Gerinnung und/oder bei septikamischen Krankheitszustanden 
zukommt 

Beispiel 1 1 

Spezifischer Nachweis von loslichem Fibrin in Gegenwart eines Hamostaseaktivierungs-Inhibitors 

25 |xl a) normales (Arginin/EDTA) Plasma, welches mit 34 }tg/ml loslichem Fibrin (Kabi, Molndal Schweden) 
supplementiert wurde, und 
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b) normales (Arginin/EDTA) Plasma, welches mil lOOOjig/ml BrCN-Fibrinogenspaltprodukten (Boehringer 
Mannheim, Deutschland) supplem ntiert wurde, 

wurden inkubiert wie in folgender AufsteUung angegeben. Die zusammen mit dem t-PA-Substrat Plasminogen 
hS^SSSTdm t-PA) zugesetzte Konzentration an Arginin Jpder Guam duuum) wurde TOuert (13 ta 
90 SnoW&dkonzentration). Die erhaltenen Extinktionswerte fiir b) wurden durch die bei a) erhaJtenen geteilt 

+ 50 S £™t-PA/nJ S^mrao!^ Natriumacetat, pH 4,2, 0.05% Triton 10 Minuten Inkubation bei Raumtem- 
^215 3 mmoW HD- Val-Leu-Lys-pNA in 3,6 mol/1 KCl delta A/ min bei 405 nm ablesen 

Besummungen bei 0 mmol/1 Arginin (Endkonz.) erfolgten ohne Zusatz von Arginin in Plasma und Test Zur 
Nullwertkontrolle wird dem Piasminogen-Reagenz 10 mmol/1 Tranexamsaure (Aminomethylcyclohexansaure 
— Inhibition der t-PA Stimulation durch ldsliches Fibrin) zugesetzt Der erhaltene Wert wird vom Hauptwert 
abgezogen. 

Ergebnis: 
70 mmol/1 (Endkonz.) Arginin 



a) delta A/ min = 0,053 

b) delta A/ min * 0,0036 

Arginin 

[mrnol/ 1 End3conz • ] 
O 
13 
20 
40 
60 
70 
80 
90 



Quotient a) /b) 



0, 6 
0,9 

1,4 
3,7 
7,3 
14,7 
35,2 
102,8 



t-PA-Aktivitat 

C%3 
100 
96 
84 
69 
54 
37 
28 
19 
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Ein hoher Quotient zeigt hone Spezifitat fur Fibrin an, ein tiefer Wert zeigt an, daB der Test mcht zwischen 
Fibrin und Fibrinogenspaltprodukten diskriminiert Je hoher die zugesetzte Argiiiinkonzentrauon, desto spezifi- 
scher wird Fibrin nachgewiesen. Die t-PA-Stimulation durch Fibrinogenspaltprodukte wird durch Arginin 
unterdruckt So kann zwischen Thrombin- und Ptasmin-Wirkung auf Blut unterschieden werden. Kovalent 
vemetztes Fibrin wird vom Hamostaseaktivierungs-Inhibitor nicht entpolymerisiert, im Gegensatz zu polymen- 
siertem Fragment X. Arginin oder Guanidinium inhibiert aUerdings auch die Plasminogen-Aktmening des 
zugefugten t-PA. Deswegen ergibt sich beim enzymatischen Test ein Optimum an Arginin zwischen 50 und 
100 mmol/1 Endkonz- Ldsliches Fibrin oder polymerisiertes Fragment X kann auch fiber Antikorper nachgewie- 
sen werden. Das erfindungsgemafle Agens wurde die Antikorperspezifitat betrachtlich erhohen. 

Patentanspriiche 

1. Verwendung einer mindestens eine Guanidinogruppe der Formel — NH— C(NH2>=NH oder eines 
Derivats davon enthaltenden Verbindung als Hamostaseaktivierungs-Inhibitor. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung Guanidinocarbonsaure oder 

Guanidin ist . 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Guanidinocarbonsaure Guamdmoessigs- 
aure und das Guanidin Guanidiniumcarbonat ist 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Guanidinoessigsaure vorzugsweise nut 
GiycraoderNatriumhydrogencarbonataufpH^ 

5. Verfahren zura Hemmen der Hamostaseaktivierung in Blut oder anderen biologischen Flussigkeiten, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Hamostaseaktivierungs-Inhibitor nach einem der Anspruche 1 bis 4 m 
Mengen zu Blut oder Plasma zugegeben wird, daB Konzentrationen im Bereich von 1 bis 200 mmol/l 
erhalten werden. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Hamostaseaktivienmgs-Inhibitor in Men- 
gen zugeg ben wird, daB Konzentrationen im Ber ichvonS bis 150 mmol/l erhaltenwerden. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet daB der Hamostaseaktivierungs-Inhibitor in 
einer Menge vorgelegt wird, daB ein Mischungsverhaltnis von 1 :2 bis 1 :20, vorzugsweise 1 :5 bis 1 : 10, 
mit Blut eine Piasmakonzentration von 100 bis 136 mmol/l (bei einem Hamatokrit von 35 bis 55%) ergibt 

a Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Hamostaseaktivierungs- 
Inhibitor einen basischen pH- Wert, vorzugsweise pH 7,4 bis 9, besonders bevorzugt pH 8,5 bis 8,8, hat 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Emytencttaiiiinte- 
traacetat (EDTA) eingesetzt wird 

10. Verwendung des durch das Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9 behandelten Bluts Oder Plasmas 
fur die Diagnose oder fur die Transfusion. % 

1 1. Verwendung nach Anspruch 10 fur die Diagnose von Hamostaseaktivierung. 

vL Verwendung eines Hamostaseaktivierungs-Inhibitors nach einem der Anspruche 1 bis 4 zum Behandeln 
von pathologischer Hamostaseaktivierung. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die pathologische Hamostaseaktivierung 
eine Verbrauchskoagulopathie oder eine disseminierte, intravasale Gerinnung ist. 

14. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB der Hamostaseaktivierungs-Inhi- 
bitor einen pH-Wert von 7,4 hat. 
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